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SUPPORT SOLIDE COMPORT ANT UNE SURFACE CONDUCTRICE OU 
SEMI-CONBUCTRICE DE L'ELECTRICITE FONCTIONNALISEE, SON 
PROCEDE DE PREPARATION ET SES UTILISATIONS 

La presente Invention est relative a un support solide fonctionnalise 
comportant une surface conductrice ou semi-conductrice de Velectricite recouverte 
d'une couche organique electro-greffee fonctionnalisee au sein de laquelle au moins 
90 % du nombre des groupements fonctionnels est accessible, au procede de 
preparation d'un tel support, ainsi qu'a ses utilisations, notamment a titre de primaire 
d'adhesion pour la fixation de molecules d'interet ou d'objets porteurs d'une fonction 
complementaire ("velcro® moleculaire"). 

La fonctionnalisation d'une surface est V operation par laquelle on 
parvient a fixer une molecule d'interet (par exemple une molecule ayant des proprietes 
averees en solution) sur une surface, de fa<?on — au moins - ace qu'elle y conserve 
tout ou partie de ses proprietes. La fonctionnalisation d'une surface suppose done que 
Ton dispose de la molecule d'interet et d'un procede associe pour la fixer sur la 
surface. 

La molecule d'interet etant le plus souvent une molecule organique 
(ou organo-metallique), le procede le plus souvent utilise consiste a tirer partie de la 
tres large bibliotheque de reactions de la chimie organique : la logique est seulement 
de pouvoir trouver des groupements fonctionnels, respectivement sur la surface et sur 
la molecule d'interet, qui soient compatibles, e'est-a-dire qui puissent facilement - et 
si possible rapidement - reagir entre eux. 

Lorsque Ton dispose par exemple d'une surface possedant des 
groupements hydroxyle ou amine, on peut la fonctionnaliser en dotant la molecule 
d'interet par exemple de groupements isocyanate ou siloxane tel que cela est par 
exemple decrit dans la demande de brevet EP-A-1 110 946, dans la demande 
Internationale WO 00/51732 ou dans le brevet US 6,258,454 ou bien encore de 
chlorures d'acide tel que cela est decrit dans la demande de brevet FR-A-2 781 232. 

Lorsque la molecule d'interet ne dispose pas de groupements 
fonctionnels directement compatibles avec ceux de la surface, on peut pre- 
fonctionnaliser cette surface avec une molecule organique intermediaire 
bifonctionnelle, dont l'un des groupements fonctionnels est compatible avec ceux de 
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la surface, et 1 'autre avec ceux de la molecule que Ton veut fixer. On dit parfois que la 
molecule est un primaire d'adhesion (voir par exemple : E.P. Plueddmann, in 
"Fundamentals of Adhesion". L.H. Lee (Ed.), p.279, Plenum Press, New- York 
(1990)). 



d'adhesion qu'il convient de considerer comme la molecule d'interet ; on s'interesse 
ici a la fa?on de fixer un premier fragment organique sur une surface, en particulier 
lorsqu'elle est minerale, les etapes suivantes de post-fonctionnalisation etant 
considerees comme des reactions organiques pures. 



surface n'est qu'un cas particulier de reactions de la chimie organique ou Tun des 
deux reactifs est une surface, plutot qu'une molecule en solution. Certes la cinetique 
associee aux reactions heterogenes entre une solution et une surface est sensiblement 
differente de la reaction analogue en phase homogene, mais les mecanismes 

1 5 reactionnels sont - sur le principe — identiques. 

Dans certains cas, on active la surface en la pre-traitant de fa<?on a y 
creer des groupements fonctionnels ayant une reactivite superieure, de fa?on a obtenir 
une reaction plus rapide. II peut notamment s'agir de groupements fonctionnels 
instables, formes de fa<?on transitoire, comme par exemple des radicaux formes par 

20 oxydation brutale de la surface, soit par voie chimique, soit par voie d'irradiation : 

- on peut fonctionnaliser une surface portant des groupements azotes 
en la bombardant par des particules (ions, electrons, protons...) de fa<?on a transformer 
ces groupements azotes en nitrenes, qui peuvent reagir avec un grand nombre de 
groupements fonctionnels organiques tel que cela a deja ete decrit dans la demande 

25 internationale WO 98/22542 ainsi que dans le brevet US 6,022,597 ; 

- on peut fonctionnaliser une surface en lui faisant subir un 
traitement plasma, dans lequel le gaz de plasma contient un monomere susceptible de 
reagir avec les groupements reactifs formes lors de V irradiation tel que cela a deja ete 
decrit dans le brevet US 6,287,687 et dans la demande internationale WO 01/343 13 ; 

30 - on peut fonctionnaliser une surface hydroxylee en Poxydant 

fortement par des sels metalliques, de fa<;on a y fabriquer des radicaux susceptibles 
d'initier des reactions de polymerisation organique tel que cela a par exemple deja ete 



5 



Selon la presente Invention, c'est la fixation de ce primaire 



10 



De ce point de vue, on constate que la fonctionnalisation d'une 
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decrit dans les brevets US 4,421,569, US 5,043,226 et US 5,785,791 ; 

- on peut fonctionnaliser une surface par 1' intermediate de radicaux, 
soit par irradiation aux ions lourds comme decrit par exemple dans le brevet US 
6,306,975, soit par voie thermique comme decrit par exemple dans la demande 
5 internationale WO 98/49206, soit encore par voie photochimique comme decrit par 
exemple dans la demande internationale WO 99/16907, etc. 

Dans tous ces exemples, dont la liste n'est pas exhaustive, on 
modifie done soit la surface soit la molecule d'interet, de fapon a ce que - une fois 
modifiee(s) - l'accrochage entre les deux entites se ram6ne a une reaction connue par 
10 ailleurs dans la bibliotheque des reactions de la chimie organique. 

Or, on observe que ce raisonnement n'est possible que dans la 
mesure ou la surface a une structure electronique analogue a ceile d'un isolant : dans 
le langage des physiciens, on peut dire qu'il faut que la surface possede des etats 
localises. Dans celui des chimistes, qu'elle possede des groupements fonctionnels. 
1 5 Lorsque la surface est un conducteur ou un semi-conducteur non ou 

peu dope, de tels etats localises n'existent pas : les etats electroniques de la surface 
sont des etats delocaiises. En d'autres termes, la notion de "groupement fonctionnel" 
(au sens de la chimie organique) n'a pas de sens, et il est ainsi impossible d'utiliser la 
bibliotheque des reactions de la chimie organique pour fixer une molecule d'interet 
20 sur une surface. 

Deux exceptions notables existent : ce sont les reactions chimiques 
spontanees des fonctions thiols (-SH, voir notamment : Z. Mekhalif et al. y Langmuir, 
1997, 13, 2285) et des isonitriles (-N=C, voir par exemple: V. Hue et aL, J. of 
Physical Chemistry B, 1999, 103, 10489) sur les surfaces metaliiques, et notamment 
25 sur les surfaces d'or. 

Or, ces reactions ne sont pas exploitables dans toutes les situations. 
En effet, les thiols, par exemple, donnent lieu a des liaisons soufre/metal fragiles. Ces 
liaisons sont rompues, par exemple, lorsque le metal est ulterieurement polarise 
cathodiquement ou anodiquement, pour former respectivement des thiolates et des 
30 sulfonates, qui desorbent. 

Mis a part ces deux exemples isoies, il n'existe pas de reaction 
chimique simple permettant de fonctionnaliser des surfaces conductrices ou semi- 
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conductrices de I'electricite. 

Le moyen le plus employe pour realiser la fixation de molecules 
organiques sur des surfaces conductrices ou semi-conductrices de I'electricite est de 
contoumer la difficulte en se ramenant a un probleme connu. II s'agit de former sur 
5 ces surfaces, au prealable, des groupements hydroxyle, en assurant la promotion d'une 
couche d'oxyde (totalement ou partiellement hydratee) sur le metal. Sur le graphite, 
qui ne possede pas d'oxyde solide, l'anodisation produit cependant des groupements 
hydroxyle qui sont exploitables (on peut, dans certaines conditions, y fabriquer 
egalement des groupements carboxyles). Lorsque Ton a pu former des groupements 
10 hydroxyles sur la surface, on est ramene a une surface qui possede des etats 
electroniques de surface localises, c'est-a-dire des groupements fonctionnels, et on est 
ramene a un probleme connu. En particulier, il est alors possible d'appliquer tous les 
precedes de fonctionnalisation qui ont ete listes plus haut pour les surfaces d'isolants. 

Cependant, outre le fait qu'il est impossible de former une couche 
15 d'oxyde sur Tor ainsi que sur de nombreux metaux nobles, on delegue a la couche 
d'oxyde et a son mode d'obtention une large part de la responsabilite dans la solidite 
de I'interface qui sera fabriquee entre la molecule organique d'interet et la surface 
metallique (or certains oxydes, en particulier lorsqu'ils sont non stcechiometriques, ne 
sont pas couvrants voire non adherents). De plus, cette voie necessite au moins deux 
20 ou trois etapes pour aboutir a la fixation d'une molecule d'interet, puisqu'il faut 
d'abord construire la couche d'oxyde avant d'accrocher la molecule elle-meme (deux 
etapes), ou bien avant d'accrocher un primaire d'adhesion qui permettra Taccrochage 
de la molecule d'interSt (trois etapes). 

II est egalement possible de fixer des fragments organiques sur des 
25 surfaces conductrices et semi-conductrices par voie electrochimique. 

Le procede decrit dans la demande internationale WO 98/44172 
permet en effet de fixer des groupements fonctionnels organiques sur des surfaces 
conductrices. II s'agit d'un procede par lequel une surface conductrice est mise sous 
potentiel (cathodique) dans une solution contenant des sels d'aryl diazonium, 
30 fonctionnalises par le groupement fonctionnel que Ton veut fixer sur la surface. Or, 
les sels d'aryl diazonium sont fabriques a partir d'une amine aromatique, grace a une 
reaction de diazotisation utilisant du nitrite de sodium en milieu chlorhydrique. Cette 
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etape necessite un pH tres bas, et n'est done pas compatible avec tous les groupements 
fonctionnels que Ton souhaite fixer. On sait par exempie qu'il est impossible de 
diazotiser une amine aromatique porteuse d'un groupement succinimide (utile pour 
fixer une molecule d'interet portant des groupements hydroxyde ou amine), d'un 
5 groupement amine ou bien encore d'un groupement pyridine, et que les groupements 
fonctionnels diazonium sont difficilement compatibles avec les liaisons insaturees, 
dont elles peuvent facilement provoquer la polymerisation par voie radicalaire. 

Dans certains cas, lorsque aucun groupement fonctionnel n'est 
compatible a la fois avec ceux de la molecule d'interet et avec la reaction de 

10 diazotisation, Putilisation du procede de greffage des sels de diazonium necessite de 
passer par une etape intermediate au cours de laquelle la couche electro-greffee est 
fonctionnalisee par un primaire d'adhesion bi-fonctionnel, dont Tun des groupements 
au moins est compatible avec les groupements fonctionnels de la molecule d'interet. 

De plus, ce procede ne permet pas - dans la pratique — de realiser 

15 des couches epaisses, ce qui conduit a un nombre de groupements fonctionnels greffes 
relativement faible, et tres proches de la surface. Les groupements fonctionnels qui ont 
ete greffes sont globalement moderement accessibles pour des reactions de 
fonctionnalisation ulterieure avec une molecule organique. La consequence pratique la 
plus directe de cette remarque est que les reactions de post-fonctionnalisation sur les 

20 surfaces conductrices recouvertes d'une couche organique selon ce procede sont 
lentes. 

Or, on sait, depuis les annees 1980, realiser Pelectro-greffage de 
polymeres issus de monomeres vinyliques ou cycliques sur des surfaces conductrices 
et semi-conductrices de I'electricite comme cela est decrit par exempie dans la 

25 demande de brevet EP-A-0 038 244. Ce procede permet de realiser des liaisons 
chimiques covalentes entre un polymere organique et une surface conductrice ou 
semi-conductrice de I'electricite. Ces couches organiques constituent a priori des 
candidates ideales comme couche primaire d'accrochage de molecules organiques ou 
organometalliques, puisque lorsqu'on greffe une chaine de polymere en un point de la 

30 surface, on greffe un grand nombre de groupements fonctionnels par site de surface : 
le nombre de points d'accrochage d'une molecule organique par unite de surface est 
alors demultiplie. Pourtant, 1' utilisation des polymeres electro-greffes tels que decrits 
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dans ce document anterieur n'est pas evidente, car les caracteristiques du proced6 ne 
permettent pas de greffer directement sur ia surface une variete suffisante de 
groupements fonctionnels utilisables. Par "greffage direct", on entend le fait d'utiiiser 
des monomeres vinyliques ou cycliques qui comportent les groupements fonctionnels 
5 que Ton desire fixer sur la surface, ou qui comportent des precurseurs simples 
originaux (c'est-a-dire des precurseurs qui ne sont pas seulement des groupements 
proteges) de groupements fonctionnels desires. 

II a par ailleurs deja ete propose, notamment dans la demande de 
brevet EP 0 665 275 de former un film polymere a partir de monomeres 

10 electro greffable selon un procede au cours duquel la croissance des chaines est 
interrompue par des groupements fonctionnels. Ainsi, selon ce procede, les 
groupements fonctionnels d'interet ne sont pas places directement sur le monomere 
qui sera utilise pour l'electro-greffage, mais interrompent essentiellement la 
croissance avec un inhibiteur porteur du groupement fonctionnel voulu. On note en 

15 particulier que ce procede ne delivre qu'un seul groupement fonctionnel par chaine, et 
ne permet pas de disposer d'un grand nombre de groupements accessibles, ce qui est 
notamment prejudiciable lorsque la molecule sonde est volumineuse. De plus, il a ete 
demontre que la croissance des chaines polymeres sur la surface est necessairement 
anionique (C. Bureau et al., Macromolecules, 1997, 30, 333), et il est probable que les 

20 inhibiteurs radicalaires introduits selon ce procede se retrouvent dans le film en fin de 
synthese parce qu'ils sont adsorbes et/ou reduits sur la surface de F electrode (ils sont 
en general electro-actifs), et non parce qu'ils interrompent la croissance des chaines. 

C'est dans la comprehension actuelle des mecanismes de Pelectro- 
greffage, et dans les a priori qui y sont associes, que I'on peut comprendre les raisons 

25 pour lesquelles THomme de Tart ne s'est pas oriente vers 1'utiiisation de monomeres 
presentant des groupements fonctionnels varies. 

II semble aujourd'hui admis que Tobtention de films polymeres 
greffes par electro greffage de monomeres vinyliques actives sur surfaces conductrices 
procede grace a une electro-initiation de la reaction de polymerisation a partir de la 

30 surface, suivie d'une croissance des chaines, monomere par monomere (C. Bureau, et 
aL, 1997, pre-cite ; C. Bureau and J. Delhalle, Journal of Surface Analysis, 1999, 6(2), 
159 et C. Bureau, et aL 9 Journal of Adhesion, 1996, 58, 101). 
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Cette reaction de polymerisation est representee sur le schema A ci- 

apres : 

SCHEMA A 




1 : Reaction chimique de surface, greffage 




2 : Desorption, polymerisation en solution 

Dans ce schema, la reaction de greffage correspond a Petape 1, ou la 
croissance a lieu a partir de la surface. L'etape 2 est la reaction parasite principale, qui 
conduit a l'obtention d'un polymere non greffe. 

La croissance des chaines greffees s'effectue done par 
polymerisation purement chimique, e'est-a-dire independamment de la polarisation de 
la surface conductrice qui a donne lieu au greffage. Cette etape est done sensible a 
(elle est en particulier interrompue par) la presence d'inhibiteurs chimiques de cette 
croissance. 

Dans Texemple de la reaction representee sur le schema A ci-dessus, 
oil Ton a considere Telectrogreffage de Tacrylonitrile sous polarisation cathodique, la 
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croissance des chaines greffees s'effectue par polymerisation anionique. Cette 
croissance est interrompue notamment par des protons, et il a ete d&nontre que la 
teneur en protons constitue meme le parametre majeur qui pilote la formation de 
polymere en solution, ainsi que les informations recuperees en cours de synthese, et 
notamment Failure des voltammogrammes qui accompagnent la synthese (C. Bureau, 
Journal of Electroanalytical Chemistry, 1999, 479, 43). 

Les traces d'eau, et plus generalement les protons labiles des 
solvants protiques, constituent des sources de protons prejudiciables a la croissance 
des chaines greffees. Avant meme que les mecanismes reactionnels de 
l'electrogreffage de monomeres vinyliques aient ete compris, ce point technique 
bloquant avait ete clairement identifie par THomme de Tart. 

Cest pourquoi, il apparait impossible d'envisager une reaction 
d'electropolymerisation mettant en oeuvre des monomeres comportant des 
groupements fonctionnels sources de protons (monomeres protiques). 

Du fait de ces limitations severes portant a la fois sur les solvants et 
les types de monomeres de synthese, T electro greffage de monomeres vinyliques sur 
les surfaces conductrices ou semi-conductrices de l'eiectricite reste un procede ne 
permettant que le greffage de polymeres relativement peu interessants du point de vue 
de la fonctionnalisation chimique des surfaces. 

Pour cette raison, les films de polymeres electro-greffes ont surtout 
ete utilises pour realiser des fonctions passives : anti-corrosion ou iubrification comme 
cela a par exemple deja ete decrit dans les demandes de brevet EP-A-0 038 244 et 
FR-A-2 672 661. 

Un besoin existe done de pouvoir realiser la fonctionnalisation de 
surfaces conductrices ou semi-conductrices de l'eiectricite par des couches organiques 
presentant une grande variete de groupements fonctionnels, ainsi qu'un grand nombre 
de groupements fonctionnels d'interet accessibles par unite de surface, de fa<?on a 
assurer des reactions de post-fonctionnalisation plus rapides que celles disponibles 
actuellement. 

La Demanderesse s f est en particulier donnee pour but de resoudre le 
probleme d'interface mineral/organique de fa<?on a pourvoir a un support conducteur 
ou semi-conducteur de l'eiectricite comportant une zone d f accroche fonctionnalisee ou 



WO 2004/005410 




PCT/FR2003/001814 



"velcro® moleculaire" utile pour la fixation de molecules d'interet (molecules sondes) 
ou d'objets porteurs d'une fonction complementaire. 

Les details techniques de la presente Invention, ainsi que les 
exemples de realisation, demontrent qu'il est notamment possible, contrairement h 
5 Teaseignement de Tart anterieur, d'obtenir des groupements fonctionnels protiques - 
soit directement, soit indirectement - par electrogreffage, en ayant recours a des 
monomeres vinyliques ou cycliques portant eux-memes des groupements protiques ou 
precurseurs de groupements protiques, et plus generalement des groupements 
susceptibles de reagir chimiquement avec d'autres fonctions organiques. 

10 La presente Invention a done pour premier objet un support solide 

comportant au moins une region conductrice et/ou semi-conductrice de Telectricite a 
oxyde reductible sur sa surface, caracterise par le fait qu'au moins une zone de ladite 
surface est fonctionnalisee par un film organique electro-greffe obtenu a partir de 
precurseurs organiques electro-actifs comportant chacun au moins un groupement 

15 fonctionnel d'interet, eventuellement en melange avec des precurseurs organiques 
electro-actifs ne comportant pas de groupement fonctionnel d'interet, et par le fait que 
le nombre de groupements fonctionnels d'interet accessibles pour la formation d'une 
liaison covalente, ionique ou hydrogene avec un groupement complementaire au sein 
dudit film represente au moins 90 % du nombre total des groupements organiques 

20 fonctionnels d f interet 

Une des specificites importantes de la presente Invention est que 
Ton realise, par electrogreffage de revetements organiques, un tapis de groupements 
fonctionnels d f interet dont une grande partie est accessible pour des reactions de post- 
fonctionnalisation - typiquement plus de 90 %. 

25 U electrogreffage de revetements organiques permet de fabriquer des 

liaisons d'interface de nature covalente entre un materiau conducteur ou semi- 
conducteur de Pelectricite et un materiau organique. 

Le film organique fonctionnalise du support conforme h la presente 
Invention constitue un veritable "velcro® moleculaire" sur lequel on peut ensuite tirer 

30 parti directement de toutes les proprietes du precurseur qui a ete electro-greffe, qu'il 
s^gisse de proprietes chimiques ou physiques, pour y fixer divers objets, comme par 
exemple des molecules (chimiques ou biochimiques), des polymeres, des cellules, ou 
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meme obtenir une fonction de collage envers un objet macroscopique, par exemple 
par adhesion chimique sur le pr£curseur greffe. 

Selon la presente Invention, on entend par groupement fonctionnel 
d'interet accessible, un groupement fonctionnel suffisamment disponible, notamment 
en termes steriques, pour former des liaisons covalentes, ioniques ou des liaisons 
hydrogene avec un groupement compl&nentaire d'une taille comparable a la sienne. 
La molecule porteuse de ce groupement fonctionnel complementaire sera nommee 
molecule sonde. 

Par groupements complementaires, on entend des groupements 
fonctionnels de la chimie organique ou organometallique pouvant reagir ou interagir 
les uns avec les autres pour donner des adduits suffisamment stables pour etre la 
source d'une fixation entre les deux entites chimiques - le revetement et la molecule 
sonde — qui les portent. Dans ce cadre, il peut done s'agir de groupements 
electrophiles ou acides de Lewis, comme les carbonyles, les carboxyles, les 
isocyanates, les epoxydes, les dienophiles..., aptes a reagir avec des groupements 
nucleophiles ou bases de Lewis comme les amines, les alcools, les thiols, les dienes et 
polyenes... ; de groupements donneurs de liaisons H comme les amines, les alcools, 
les thiols, les acides carboxyliques..., aptes a interagir avec les donneurs de doublets 
libres comme les amines, les alcools, les thiols, les carboxyles, les carbonyles, les 
liaisons insaturees riches en electrons... ; de groupements cationiques, comme les 
ammoniums, les antimoniums, les sulfoniums, les diazoniums..., aptes a interagir 
avec les groupements anioniques comme les carboxylates, les phosphates, les 
phosphonates, les sulfates, les sulfonates, ... On pourra trouver facilement, dans toute 
monographic de chimie organique, une liste plus exhaustive des paires de 
groupements fonctionnels complementaires. 

L' accessibility des groupements fonctionnels d'interet peut etre 
evaluee, quantitativement, en mesurant par exemple le taux de conversion de ces 
groupements fonctionnels (par exemple par spectroscopic, infrarouge, UV-visible, de 
photoelectrons...etc) lors de la mise a reaction du revetement contenant ces 
groupements avec une molecule sonde contenant un groupement fonctionnel 
complementaire. Si la molecule sonde est de petite taille, elle pourra en effet 
probablement reagir avec tous les groupements fonctionnels d'interet du revetement. 
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Selon l'lnvention, on entend par precurseurs organiques electro- 



actifs ne comportant pas de groupement fonctionnel d'interet tout groupement 
organique eventuellement fonctionnalise rnais incapable de former des liaisons des 
liaisons covalentes, ioniques ou des liaisons hydrogene avec le groupement 
complementaire donne et tel que defini ci-dessus. 



nombre de fonctions accessibles s'exprime encore davantage lorsqu'il s'agit de fixer 
un objet de taille grande a tres grande devant celie du groupement fonctionnel 
(typiquement, les objets de taille superieure au nanometre, et a fortiori superieure a la 
dizaine, la centaine de nanometres, voire au micrometre). Dans cette situation, tous les 
groupements d'interet accessibles du revetement ne seront pas utilises, mais ils seront 
en nombre suffisant pour s'accommoder au mieux aux contraintes steriques et plus 
generalement a la topologie de Fobjet que Ton desire fixer sur ce revetement. 

Selon Tlnvention, les precurseurs organiques sont de preference 

choisis parmi : 

- les monomeres polymerisables et electrogreffables portant au 
moins un groupement fonctionnel organique d'interet. Le film organique electro-greffe 
obtenu est alors un polymere ; 



moins un groupement fonctionnel permettant d'obtenir simplement, par derivatisation, 
le groupement organique fonctionnel reactif d'interet voulu. On dit encore qu'il s'agit 
de monomeres porteurs de synthons des groupements fonctionnels reactifs d f interet 
voulus. Le film organique electro-greffe obtenu est alors un polymere ; 



monomeres tels que ceux decrits ci-dessus. Le film organique obtenu n'est alors pas 
necessairement de nature polymerique. 



monomeres vinyliques actives et les molecules clivables par attaque nucleophile, 
repondant respectivement aux formules (I) et (II) suivantes : 



L'avantage d'un support comportant un revetement ayant un grand 



- les monomeres polymerisables et electrogreffables portant au 



- les molecules, macromolecules et objets fonctionnalises par des 



Parmi les monomeres polymerisables, on peut en particulier citer les 



A 





(1) 



(I!) 



B 
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dans lesquelles : 

• A, B, Ri et R 2 , identiques ou differents, represented un atome 
d'hydrogene, un radical alkyle en C r C 4 , un radical nitrile ou une fonction organique 
choisie partni les fonctions hydroxyle, amine : -NH X avec x = 1 ou 3, thiol, acide 
carboxylique, ester, amide : -C(=0)NH y dans laquelle y = 1 ou 2, imide, imido-ester, 
aromatique et notamment pyridine, styrene ou halogeno styrene, halogenure d' acide : 
-C(=0)X dans laquelle X represente un atome d'halogene choisi parmi le fluor, le 
chiore et le brome, anhydride d'acide : -C(=0)OC(==0), nitrile, succinimide, 
phtalimide, isocyanate, epoxyde, siloxane : -Si(OH) z dans laquelle z est un nombre 
entier compris entre 1 et 3 inclusivement, benzoquinone, carbonyle-diimidazole, para- 
toluene sulfonyle, para-nitrophenyl chloroformiate, ethylenique et vinylique ou un 
groupement organique (ou bras espaceur) portant au moins une des fonctions 
enumerees ci-dessus tels que les groupements comportant plusieurs fonctions 
vinyliques comme par exemple le penta-erythritol tetra-methacrylique ; etant entendu 
que Tun au moins de A et B et que l'un au moins de Ri et R 2 represente une desdites 
fonctions organiques ou un groupement organique portant au moins une desdites 
fonctions ; 

- n, m et p, identiques ou differents, sont des nombres entiers 
compris entre 0 et 20 inclusivement. 

Dans la notation ci-dessus, Ri et R 2 sont des groupements qui 
dependent d'un indice i non indique, i etant compris entre 0 et n. Ceci exprime le fait 
que les groupements Ri et R 2 peuvent etre en fait differents d'un (C(Ri)R 2 ) a l'autre 
dans la structure des molecules cycliques de formule (II) ci-dessus. 

Parmi les monomeres vinyliques actives de formule (I) ci-dessus, on 
peut notamment citer le methacryloyl-succinimide, Thydroxyethyl-methacrylate 
(HEMA), le methacrylonitrile, Tacrylonitrile, I'acrylate et le methacrylate de 
glycidyle, l'acide acrylique, l'acide methacrylique, 1'aminopropyl methacrylamide, 
Taminohexyl methacrylamide, le methacryloyl succinimide, Tacryloyl succinimide, le 
methacrylate de methyle, le methacrylate d'ethyle, le methacrylate de propyle, le 
methacrylate de butyie, le cyano methacrylate de methyle, le cyano acrylate de 
methyle, la 2- et la 4-vinyl pyridine et le 4-chloro styrene. 

Parmi les molecules clivables par attaque nucleophile de formule (II) 
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ci-dessus, on peut notamment citer Toxyde d'ethylene, les oxydes d'ethylene 
substitues, la butyro lactone, les caprolactones et notamment Te-caprolactone. 

Parmi les molecules, macromolecules et objets fonctionnalisees par 
des monomeres on peut citer les oligonucleotides, les molecules d'acide nucleique 

5 telle que l'ADN et TARN, les oligo-peptides, les polypeptides tels que la poly-L- 
lysine, les proteines teiles que Tavidine, la streptavidine, les anti-corps, les antigenes, 
les facteurs de croissance, les proteines fluorescentes comme par exemple les "Green 
Fluorescent Proteins" (GFP), les ferredoxines, etc., les oligo-saccharides, les 
polymeres tels que par exemple la poiy-allyi- amine, les polysaccharides et derives 

10 comme la cellulose et les celluloses modifiees, Theparine, lesdextranes et les 
dextranes substitues tels que les dextranes porteurs de groupements 
methylcarboxylique (CM), N-benzylmethylenecarboxamide (B) et sulfonate (S) 
egalement denommes CMDBS, les polymeres telecheliques (c'est-a-dire les 
polymeres de structure quelconque substitues a leurs extremites par des groupements 

15 fonctionnels complementaires adequats, comme par exemple le polyethyleneglycol di- 
methacrylate), etc., les fiillerenes, les nanotubes de carbone fonctionnalises et les 
cellules ; lesdites molecules, macromolecules et lesdits objets derivatises, totalement 
ou partiellement, avec des monomeres repondant aux formules (I) ou (II) 
precedemment decrites. 

20 Selon Tlnvention la surface conductrice ou semi-conductrice de 

l'electricite est de preference une surface d'inox, d'acier, de fer, de cuivre, de nickel, 
de cobalt, de niobium, d'aluminium (notamment lorsqu'il est fraichement brosse), 
d' argent, de titane, de silicium (dope ou non), de nitrure de titane, de nitrure de 
tungstene, de nitrure de tantale ou une surface metallique noble choisie par les 

25 surfaces d ! or, de platine, d'iridium ou de platine iridie ; les surfaces d'or etant 
particulierement preferees selon Tlnvention. 

Sur le support conforme a Tlnvention, la densite des groupements 
fonctionnels d ! interet accessibles est de preference comprise entre 10 4 /|im 2 et 
\0 xo /ixm\ 

30 La presente Invention a egalement pour objet un procede de 

preparation d*un support tel que decrit precedemment, caracterise par le fait qu'il 
consiste a r6aliser 1'electrogreffage, en une seule etape, de precurseurs organiques 
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electro-actifs sur au moins une zone d ! au moins une region conductrice et/ou semi- 
conductrice de l'electricite a oxyde reductible sur sa surface d f un support solide, par 
electrolyse en milieu organique, d'une composition renfermant, dans iedit milieu 
organique, au moins un precurseur organique electro-actif comportant au moins un 
groupement fonctionnel d'interet, par mise en contact de ladite composition avec ladite 
zone, cette derniere etant soumise a un protocole de potentiel au cours duquel elle est 
portee, pendant tout ou partie du protocole de potentiel (voltammetrique, 
potentiostatique, multicreneaux, etc.), aun potentiel superieur ou egal a un potentiel 
electrique seuil determine par rapport a une electrode de reference, ledit potentiel 
electrique seuil etant le potentiel au-dela duquel se produit le greffage desdits 
precurseurs et par le fait qu'un taux d'accessibilite en groupements fonctionnels 
d'interet d ! au moins 90 % (en nombre) est obtenu : 



balayages et la vitesse de balayage lors d'un protocole repetitif (balayages 
voltammetriques multicreneaux, etc..) de fa<jon a entrainer un taux de greffage 
inferieur ou egal a 60 %, et/ou 



organiques electro-actifs fonctionnalises sont presents en melange avec des 
precurseurs organiques electro-actifs ne comportant pas de groupement fonctionnel 
d'interet, ces derniers representant alors de 0,1 % a 95 % du nombre total de 
precurseurs presents au sein de ladite composition, et/ou 



parmi ceux dans lesquels le groupement fonctionnel d'interet est porte a Textremite 
d'un bras espaceur. 



groupements organiques, et realiser un veritable "velcro® moleculaire" sur lequel on 
peut ensuite tirer parti directement de toutes les proprietes du polymere qui a ete 
greffe, qu'il s'agisse de proprietes chimiques ou physiques, pour y fixer divers 
"objets", comme par exemple des molecules (chimiques ou biochimiques), des 
polymeres, des cellules, ou meme obtenir une fonction de collage envers un objet 
macroscopique, par exemple par adhesion chimique sur le polymere greffe. 



a) en ajustant le protocole de potentiel, et notamment le nombre de 



b) par Tutilisation d'une composition dans laquelle les precurseurs 



c) par Tutilisation de precurseurs organiques electro-actifs choisis 



Par ce procede, on peut fonctionnaliser la surface avec divers 
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Ce resultat est inattendu, etant donne que tout groupement reactif 



present sur un monomere vinylique (autre que la liaison vinylique elle-meme), est 
susceptible de faire des reactions parasites voire d'interrompre ou d'interdire la 
croissance des chaines lors de l'electro-polymerisation des chaines greffees (voir par 
5 exemple : G. Deniau, et al, J. of Electroanalytical Chern., 1998, 451, 145. 



necessaire d' assurer une croissance de chaines longues sur la surface pour pouvoir 
beneficier de la fixation des groupements fonctionnels d'interet initiaiement portes par 
les monomeres vinyliques fonctionnalises. Dans cette optique, les reactions parasites, 
10 voire les reactions de terminaison, qui peuvent apparaitre du fait de la presence — sur 
le monomere vinylique initial — de groupements fonctionnels pratiques ou reactifs par 
rapport a Pextremite en croissance, non proteges, sont de peu d'importance, tant 
qu'elles ne consomment pas la totalite des groupements fonctionnels d'interet presents 
sur les precurseurs. 

15 En particulier, Telectrogreffage de monomeres vinyliques ou cycliques 

porteurs de groupements organiques d'interet varies permet done d'envisager les films 
organiques electro-greffes comme un moyen d'obtenir en une etape, sur les surfaces 
conductrices et semi-conductrices, ce que Ton pouvait obtenir en deux etapes au 
moins en passant par la fabrication prealable d'une couche d'oxyde (par exemple en 

20 combinant fabrication d'une couche d'oxyde et fonctionnalisation chimique par un 
primaire d' adhesion bi-fonctionnel). Le procede conforme a i'lnvention permet la 
formation de liaisons covalentes entre le metal et le polymere greffe, ce qui permet 
d 1 assurer la fabrication d'une couche ayant une contribution importante a la solidite de 
P interface. 

25 Selon ce procede, et dans le cas de la variante a), Tajustement du 

protocole de potentiei permet, notamment dans le cas des polymeres, d'ajuster le taux 
de greffage, e'est-a-dire le nombre de chaines de polymeres greffees par unite de 
surface : un taux de greffage modere permettra par exemple un espacement des 
chaines suffisant pour permettre le mouillage du revetement dans son epaisseur par un 

30 solvant adequat, ainsi que Tentree dans le film du revetement de molecules sondes. 
Selon une forme de realisation prefer£e de cette variante a), le taux de greffage est 
ajuste a une valeur comprise entre 10 et 40 %. 



Cependant, l'idee de la presente Invention tient en ce qu'il n'est pas 
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Dans le cas de la variante b), les groupements fonctionnels d'interet 
sont espaces les uns des autres en effectuant r&ectrogreffage a partir d'un melange de 
monomeres differents, dont une partie seulement porte les groupements fonctionnels 
d'interet que Ton souhaite voir presents sur le revetement final. Les proportions 
5 relatives des differents monomeres permettent alors d'ajuster le nombre de 
groupements fonctionnels d'interet, et done leur accessibilite. Selon une forme de 
realisation preferee de cette variante b), les precurseurs organiques electro-actifs ne 
comportant pas de groupement fonctionnel d'interet represented de 0,1 a 50 % du 
nombre total de precurseurs presents au sein de ladite composition. 
10 Les conditions de concentration en precurseur fonctionnalise 

(monomere ou autre) sont variables d'un precurseur a V autre. On pourra cependant 
considerer comme preferentielles les concentrations comprises entre 0,1 et 10 mol/1, et 
en particulier entre 0,1 et 5 mol/1 en ce qui concerne les precurseurs organiques 
electro-actifs comportant un groupement fonctionnel d'interet. Lorsque des 
15 precurseurs organiques electro-actifs ne comportant pas de groupement fonctionnel 
d'interet sont presents au sein de la composition organique (variante b)), ceux-ci sont 
alors presents a une concentration de preference comprise entre 10' 3 et 18 mol/1 et 
encore plus preferentiellement entre 10" 3 et 9 mol/1. 

Selon la variante c), on peut egalement ameliorer l'accessibilite des 
20 groupements fonctionnels d'interet en les pla<?ant a l'extremite d'un bras espaceur, qui 
peut etre par exemple une chaine de quelques atomes de carbone. Ce bras espaceur 
aura pu etre present directement sur les precurseurs du revetement 61ectro-greffe, ou 
bien rajout£ a posteriori. Ces bras espaceurs trouvent notamment leur utilite lorsque 
Pobjet a fixer sur le revetement est de taille importante : la fixation d*un bras espaceur 
25 sur un revetement electro-greffe est plus facile que celle d'un objet de taille 
importante, car la molecule (sonde) qui contient le bras espaceur est en general plus 
petite que I'objet. Elle peut done se fixer sur la quasi-totalite des groupements 
fonctionnels d'interet accessibles du revetement electro-greffe, et les remplacer par des 
groupements encore plus accessibles. 
30 Selon ce procede, Telectrolyse est de preference realisee par 

polarisation en conditions voltammetriques. 

Le milieu organique mis en oeuvre au cours de ce procede est de 
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preference choisi parmi la dimethylformamide, Tacetate d'ethyle, Facetonitriie et le 
tetrahydrofurane. 

Ce milieu organique peut en outre renfermer au moins un electrolyte 
support pouvant notamment etre choisi parmi les sels d'ammoniums quatemaires tels 
5 que les perchlorates, les tosylates, les tetrafluoroborates, les hexafluorophosphates, les 
halogenures d'ammoniums quatemaires, le nitrate de sodium et le chlorure de sodium. 

Parmi ces sels d'ammoniums quatemaires on peut en particulier citer 
a titre d'exemple le perchlorate de tetraethylammonium (TEAP), le perchiorate de 
tetrabutylammonium (TBAP), le perchlorate de tetrapropylammonium (TPAP), le 
1 0 perchlorate de benzyltrimethylammonium (BTMAP). 

On obtient par exemple un film de poly-methacryloyl-succinimide 
sur or en realisant 10 balayages voltammetriques de — 0,4 a —2,8 V/(Ag+/Ag) a 50 
mV/s sur une surface d'or plongee dans une solution a 0,5 mol/i de methacryloyl- 
succinimide dans la DMF, en presence de 5.10- 2 mol/1 de TEAP. Les fonctions 
15 succinimide sont detectees en spectroscopic infrarouge en reflexion/absorption 
(IRRAS) sur le film obtenu, apres un linkage de 5 minutes sous ultrasons. Comme il 
est detaille ensuite dans les exemples de realisation, ce film greffe permet facilement 
Faccrochage de poly-allyl-amine, par reaction des groupements amine de la poly- 
allyl-amine avec les groupements succinimide du poly-methacryloyl-succinimide 
20 electro-greffe. 

On observe par ailleurs qu'un film de poly-methacryloyl- 
succinimide peut egalement etre obtenu & 0,18 mol/1 dans Facetonitrile, aussi bien sur 
or que sur platine. 

De faijon alternative, on observe la formation d'un film electro- 

25 greffe de poly-hydroxyethyl methacrylate (PHEMA) sur or en realisant 1 0 balayages 
voltammetriques de 4- 1,0 a - 3,0 V/(Ag+/Ag) k 50 mV/s sur une surface d'or plongee 
dans une solution a 0,4 mol/l d'hydroxyethyl methacrylate dans la DMF, en presence 
de 5.10- 2 mol/1 de TEAP (Tetra Ethyl Ammonium Perchlorate). On pourra remarquer 
que ce film est obtenu avec un monomere porteur de groupements hydroxyle non 

30 proteges, alors que Fart anterieur mentionnait qu'il fallait proteger ces groupements 
hydroxyle pour realiser Felectrogreffage du HEMA (voir notamment la demande de 
brevet EP-A-0 665 275). Comme il est detaille dans les exemples de realisation, ce 
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film de PHEMA electro-greffe reagit facilement avec des groupements diisocyanate, 
pour obtenir une post-fonctionnalisation de la surface, ce qui montre que la croissance 
des chaines, pourtant genee par la presence du groupement protique, n'est pas 
necessaire pour obtenir des revetements electro-greffes pouvant servir de "velcro® 
5 moleculaire". 

Llnvention a enfin pour objet Tutilisation du support conforme a 
Tlnvention a titre de primaire d'adhesion ("velcro® moleculaire") pour la fixation de 
molecules d'interet (molecules sondes) ou d'objets porteurs d'une fonction 
complementaire. 

10 Selon une premiere forme de realisation avantageuse de cette 

utilisation, le support conforme a Tlnvention peut etre utilise pour la fixation de 
proteines (avidine, anti-corps, facteurs de croissance..-). Les applications potentielles 
concernent par exemple la realisation de surfaces bio-actives (angioplastie, protheses 
bio-actives...) favorisant Tadhesion cellulaire et eventuellement la recolonisation ; la 

15 realisation de surfaces pouvant servir au tri cellulaire selectif (par fixation d' anti-corps 
specifiques de la paroi d'une cellule donnee) ; la realisation de matrices de puces a 
proteines basees sur un support a plots conducteurs. 

Selon une deuxieme forme de realisation avantageuse de cette 
utilisation, le support conforme a Tlnvention peut egalement etre utilise pour la 

20 fixation de molecules d'acide nucleique telles que des molecules d'ADN, d'ARN ou 
d'oligonucleotides, par exemple pour la realisation de surfaces bio-actives (oligo- 
nucleotides anti-sens), ou de plots d'accrochage pour les puces a analyse chimique ou 
biochimique, comme par exemple les puces a acide nucleique telles que les puces a 
ADN. 

25 Selon une troisieme forme de realisation avantageuse de cette 

utilisation, le support conforme a Tlnvention peut egalement etre utilise une pour la 
fixation d'oligo-saccharides, et plus generalement de biomateriaux (polymeres 
biocompatibles tels que des polysaccharides comme par exemple les dextranes, 
ceramiques...etc) par exemple pour la realisation de surfaces biocompatibles ou a 

30 proprietes encapsulantes. 

Enfin, selon une quatrieme forme de realisation avantageuse de cette 
utilisation, le support conforme a Tlnvention peut egalement etre utilise pour realiser 
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le collage d'objets sur des surfaces conductrices ou semi-conductrices par reactions 

chimiques de surface. 

Outre les dispositions qui precedent, l'lnvention comprend encore 
d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a des 

5 exemples de preparations de supports conformes a l'lnvention comportant une surface 
recouverte d'un film de poly-methacryloyl-succinimide, de poly- 
hydroxyethylmethacrylate ou de polymethacrylonitrile (PMAN), un exemple illustrant 
l'utilisation d'un support reconvert d'un film de poly-m6thacryloyl-succinimide 
electrogreffe a titre de primaire d'adhesion pour la fixation de poly-allyl-amine, a un 

10 exemple illustrant l'utilisation d'un support recouvert par un film de poly- 
hydroxyethylmethacrylate a titre de primaire d'adhesion pour la formation d'un 
carbamate, a des exemples illustrant l'utilisation d'un support comportant un film de 
polymethacrylonitrile a titre de primaire d'adhesion pour la fixation de diverses 
molecules ou macromolecules, ainsi qu'aux figures 1 a 16 annexees dans lesquelles : 

15 _la figure 1 represente le spectre IRRAS d'une surface d'or 

recouverte d'un film de poly-methacryloyl-succinimide electrogreffe ; 

- la figure 2 represente le spectre IRRAS d'une surface d'or 
recouverte d'un film de poly-methacryloyl-succinimide, post-fonctionnalise par de la 
poly-allyl-amine ; 

20 - la figure 3 represente le spectre IRRAS d'une surface d'or 

recouverte d'un film de poly-hydroxyethylmethacrylate ; 

- la figure 4 represente le spectre IRRAS d'une surface d'or 
recouverte d'un film de poly-hydroxyethylmethacrylate apres reaction avec le 
diisocyanatohexane et formation d'un carbamate ; 

25 - la figure 5 represente les spectres IRRAS d'une surface d'or 

recouverte d'un film de PMAN electrogreffe (spectre du haut), apres reduction des 
groupements nitriles en amines (spectre du milieu) et apres reaction de ces 
groupements amine avec l'anhydride trifluoroacetique pour former un amide (spectre 
du bas) ; 

30 - la figure 6 represente les spectres IRRAS d'une surface d'or 

recouverte d'un film de PMAN electrogreffe (CN), apres reduction des groupements 
nitriles en amines par l'alumino-hydrure de lithium (CH 2 NH 2 ), apres reaction de ces 
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groupements amines avec le 1,6-diisocyanatohexane pour former l'uree 
(CH 2 NHCONH(CH 2 )6NCO), et apres reaction sur le trifluoroethanol pour former le 
carbamate (CH 2 NHCONH(CH 2 ) 6 NHCOOCH 2 CF 3 ) ; 

- la figure 7 represente les spectres IRRAS d'une surface d'or 
5 recouverte d'un film de PMAN electrogreffe (CN), apres reduction des groupements 
nitriles en amines par l'alumino-hydrure de lithium (CH 2 NH 2 ), apres reaction de ces 
groupements amines avec le 1,6-diisocyanatohexane pour former l'uree 
(CH 2 NHCONH(CH 2 ) 6 NCO), et apres reaction sur l'hydroxyethyl cellulose pour 
former le carbamate correspondant ; 
10 - la figure 8 represente les spectres IRRAS d'une surface d'or 

recouverte d'un film de PMAN electrogreffe sur lequel on a greffe de l'hydroxyethyl 
cellulose et celui d'une pastille de KBr renfermant de l'hydroxyethyl cellulose ; 

- la figure 9 represente les spectres IRRAS d'une surface d'or 
recouverte d'un film de PMAN electrogreffe apres hydrolyse des groupements nitrile e 

1 5 amide (traitement acide), puis en acide carboxylique (traitement basique) ; 

- la figure 10 represente les spectres IRRAS d'une surface d'or 
recouverte d'un film de PMAN electrogreffe sur lequel on a greffe de l'avidine ; 

- la figure 11 represente la region P 2p du spectre realise en 
spectroscopic de photoelectrons X (XPS) d'une surface d'or recouverte d'un film de 

20 PMAN electrogreffe (a) ; apres fixation d'avidine (b) et apres fixation d'avidine et d'un 
oligonucleotide biotinyle a son extremite 5' ; 

- la figure 12 represente les spectres IRRAS d'une surface d'or 
recouverte d'un film de PMAN electrogreffe (a), sur lequel a ete fixe un anti-corps 
anti-IgG de lapin (b), traitee par une solution d'antigene specifique (c) ; 

25 - la figure 13 represente les spectres IRRAS d'une surface d'or 

recouverte d'un film de PMAN electrogreffe (a), sur lequel les groupements nitriles 
ont ete reduits (b), traites par l'anhydride glutarique pour former des amides (c), puis 
par l'anhydride trifluoroacetique (d) ; 

- la figure 14 represente les spectres IRRAS de la figure 13 (d), 
30 apr£s reaction avec un oligonucleotide simple brin amine en position 5', puis avec un 

second oligonucleotide complementaire du premier ; 
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- la figure 15 represente la region P 2p du spectre XPS du film de la 
figure 13 (d) apres reaction avec un oligonucleotide simple brin amine en position 5\ 
puis avec un second oligonucleotide complernentaire du premier ; et 

- la figure 16 represente le spectre IRJRAS d f un film de dextrane 
5 fonctionnalise par des groupements glycidyl-methacrylate electrogreffe (spectre haut) 

et le spectre du dextrane fonctionnalise par des groupements glycidyl-methacrylate 
avant electrogreffage (spectre bas). 

EXEMPLE 1 : FIXATION DE PQLY-ALLYL- AMINE PAR 
L'INTERMEPIAIRE D'UN FILM PE PQLY-METHACRYLQYL- 

10 SUCCINIMIDE ELECTRO-GREFFE 

Cet exemple illustre a la fois Pelectro-greffage d'un monomere 
porteur d'un groupement fonctionnel d'interet pouvant entrer dans la 
fonctionnalisation par une molecule organique (groupement succinimide, 
electrophile), et la reaction de post-fonctionnalisation elle-meme, via la reaction 

15 d'amines (nucleophiles) sur les groupements succinimide du polymere electro-greffe. 
La sonde porteuse des groupements amine est un polymere, la poly-allyl-amine, et la 
reaction de post-fonctionnalisation est done une reaction polymere-sur-polymere, ce 
qui illustre la grande accessibilite des groupements succinimide du revetement electro- 
greffe. 

20 a) Formation d f un film de polv-methacryloyl-succinimide electro- 

greffe 

On realise 10 balayages voltametriques de -0,3 a - 2,5 V (Ag + /Ag) 
a 50 mV/s sur une surface d'or plongee dans une solution a 0,18 ; 0,25 ou 0,5mol/I de 
methacryloyl-succinimide (MASU) dans la DMF, en presence de 5.10" 2 mol/1 de 
25 TEAP. On obtient un film de poly-methacryloyl-succinimide, comme le prouve le 
spectre IRJRAS de la surface represente sur la figure 1 annexee qui presente les bandes 
carbonyle caracteristiques a 1782 et 1746 cm" 1 (transmittance en % en fonction de la 
longueur Sondes en cm" 1 ). 

Ce spectre IRRAS a ete realise apres rinfage a Tacetone pendant 5 
30 minutes sous ultrasons. 

Le tableau I ci-apres resume les caracteristiques IRRAS (intensite de 
la bande C=0 des groupements succinimide) en fonction des conditions de synthese. 
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Dans ce tableau VC indique un balayage en conditions 
voltametriques ; les bornes de potentiel indiquees sont reperees par rapport a une 
Electrode d'argent. 

TABLEAU I 



Milieu 
electrochimique 

on to a If* /TTXTV/ffTT? 


Conditions de 
synthese type du 

film 
a UIU 


l^aracter. JlKKAo 
% C=Q 


MASU 0.18M 


5*1VC, 50mV/s 
de -0.6 a -2.8 


7.78 


MASU 0.18M 


5VC, 50mV/s 
de -0.6 a -2.8 


7.13 


MASU 0.25M 


10VC, 50mV/s 
de -0.3 a -2.5 


17.2 


MASU 0.5M 


10VC, 50mV/s 
de -0.6 a -2.5 


45 


MASU 0.5M 


10VC, 50m V/s 
de -0.4 a -2.8 


55 



b) Reaction de post-fonctionnalisation : fixation de la poly-allyl- 



amme 



Dans un tube rode muni d'un agitateur magnetique, on introduit 20 
ml d'eau desionisee, puis 0,5 ml d'une solution de poly-aiiyl-amine a 20 % en poids 
10 dans I'eau desionisee. On introduit ensuite la lame d'or portant un film de poly- 
methacryloyl-succinimide electro-greffe, obtenu selon le protocole ci-dessus. La lame 
est laissee, sous agitation, pendant 1 heure et 30 min a temperature ambiante. 

Elle est ensuite sortie du tube, rincee a I'eau desionisee par jets, puis 
aux ultrasons dans I'eau desionisee pendant 2 minutes, et enfin sechee par soufflage 
15 d* azote. 

On observe par IRRAS (figure 2) la diminution des bandes 
caracteristiques des groupements succinimide a 1746 et 1782 cm" 1 , et i'apparition des 
bandes caracteristiques de la poly-allyl-amine, et notamment la bande amide v C o & 
1656 cm' 1 , les bandes d' elongation v CN et de deformation 5 N h a 1574 cm' 1 , et la bande 
20 d'elongation v NH a 3254 cm' 1 . 
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EXEMPLE 2: FORMATION B'UN CARBAMATE PAR REACTION PU 
PUS Q C Y AN ATQ HEXANE SUR LES GROUPEMENTS HYDROXYLES D'UN 
FILM PE POLY-HYDRQXYETHYLMETHACRYLATE (PHEMA) 
ELECTRQ-GREFFE. 
5 Cet exempie illustre P electro greffage d'un monomere porteur de 

groupements hydroxyle (le HEMA), et la formation d'un film de PHEMA, ainsi que 
Futilisation des groupements hydroxyle du PHEMA pour reagir avec les groupements 
isocyanate du diisocyanatohexane pour former un carbamate. II illustre egalement la 
grande accessibility des groupements hydroxyle du polymere electro-greffe vis-a-vis 
10 de la molecule sonde que constitue le diisocyanatohexane, puisque la totalite des 
groupements est convertie lors de la reaction. 

a) Formation d'un film de PHEMA 

On realise un film de PHEMA sur or par 10 balayages 

voltammetriques a 50 mV/s de —2,4 a +1 V (Ag + /Ag) sur une surface d'or plongee 
15 dans une solution d'hydroxyethyl-methacrylate (HEMA) a 2,7 mol/1 dans la DMF, en 

presence de 5.10 2 mol/l de TEAP. Le spectre IRRAS du film obtenu est presente sur 

la Figure 3. On constate la presence de la bande carbonyle caracteristique a 1737 cm" 1 . 

On observe egalement une bande vers 3500 cm' 1 due aux groupements hydroxyle des 

bras hydroxyethyle du polymere. 
20 b) Reaction de post-fonctionnalisation : fixation du 

diisocyanatohexane 

Dans un tube rode sec, on introduit 30 ml de toluene seche sur tamis 

moleculaires 4 A, 1,5 ml de diisocyanatohexane a 5 % en volume dans du toluene et 2 

gouttes de 1,8-diazabicyclo [5,4,0] undec-7-ene (DBU). 
25 On introduit ensuite la lame d'or recouverte d'un film de PHEMA 

electro-greffe obtenue ci-dessus a Tetape precedente, prealablement trempee dans et 

recouverte d'une couche de toluene sec. 

Le tube est ferme, puis laisse a r6agir a temperature ambiante sous 

argon pendant 142 heures. La lame est sortie, rincee au toluene sec puis a T acetone 
30 seche par jets. Elle est ensuite sechee a Tazote. 

Le spectre IRRAS de la lame realise apres reaction avec le 

diisocyanatohexane et formation du carbamate est represente sur la Figure 4. 
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On observe Fapparition des bandes d'elongation vnh a 3330 cm , de 
la bande isocyanate N=0=0 a 2264 cm" 1 . La bande a 1623 cm" 1 est probablement due 
a la presence DBU residuel. On observe egalement la disparition de la bande vers 
3500 cm" 1 due aux groupements hydroxyle, ce qui montre que la conversion de ces 
5 groupements a ete quantitative, et qu'ils etaient done tous accessibles pour la molecule 
sonde. 

EXEMPLE 3 : DETENTION DE GROUPEMENTS AMINE SUR UNE LAME 
P'OR PAR REDUCTION DES MTRILES D'UN FILM DE 
POLYMETHACRYLQNITRILE ELECTRQ-GREFFE. 

10 Cet exemple illustre I'utilisation des groupements nitrile d'un film 

de poly-methacrylonitrile (PMAN) comme precurseurs de groupements amine, et la 
reactivite de ces groupements amine par formation d'amides avec Tanhydride 
trifluoroacetique. Ici encore, la reaction de fonctionnalisation est quantitative, ce qui 
montre que les groupements nitrile, puis amine, sont tres accessibles. 

15 a) Preparation d'une lame d'or recouverte d'un film de PMAN 

electro greffe 

On realise un film de PMAN sur or en effectuant 10 balayages 
voltammetriques de - 0,5 a - 2,7 V/(Ag + /Ag) a 50 mV/s sur une surface d'or plongee 
dans une solution a 2,5 mo 1/1 de methacryionitrile dans la DMF, en presence de 5.10' 2 

20 mol/1 de TEAP. On identifie les groupements nitrile du polymere forme par la bande a 
2235 cm" 1 en IRRAS. 

b) Reaction de post-fonctionnalisation : formation d^amides avec 
1 "anhydride trifluoroacetique 

Dans un tube equipe d'un septum, on introduit la lame recouverte du 

25 film de PMAN obtenue ci-dessus a l'etape a), soufflee a Tazote. On fenne le septum, 
puis on introduit sous argon, a Taide d'une seringue purgee, 20 ml de pyridine sechee 
sur tamis moleculaire, et 1 mi d'une solution d'alumino-hydrure de lithium LiAlHU a 1 
mol/1 dans du tetrahydrofiiranne (THF) seche sur tamis moleculaire. On laisse la lame 
dans le milieu reactionnel pendant 2 minutes a 70°C. La lame est ensuite rincee k la 

30 pyridine par trempage pendant 5 minutes, puis a Teau desionisee par jets, sechee par 
soufflage d'azote, traitee aux ultrasons pendant 1 minute dans une solution de soude a 
1 mol/1, rincee a Teau desionisee puis sechee par soufflage d*azote. 
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La Figure 5 annexee represente les spectres IRRAS de la lame d'or 
recouverte d'un film de PMAN electro-greffe (hauf), apres reduction des groupements 
nitrile en amine par ralumino-hydrure de lithium (milieu), et apres reaction de ces 
groupements amine avec l'anhydride trifluoroacetique pour former 1' amide (bas). 

On observe, la disparition de la bande d' elongation des nitriles a 
2235 cm" 1 , et l'apparition de la bande d'elongation v NH des groupements NH 2 entre 
3250 et 3450 cm" 1 , la bande d'elongation asymetrique des CH 2 (NH 2 ) a 2929 cm" 1 , et la 
bande de deformation des NH 2 a 1642 cm" 1 , caracteristiques de la formation de poly- 
allyl-amine. 

EXEMPLE N°4 : REACTIVITE PES GROUPEMENTS AMINES FORMES 
SELQN LE MODE DE REALISATION DE L'EXEMPLE N°3. 

Cet exemple a pour but de verifier que les groupements amine qui 
ont ete fabriques ci-dessus a l'exemple 3 sont accessibles et conservent leur reactivite. 
Ceci est realise par amidation des fonctions amine, selon le mode operatoire decrit 
dans J. Org. Chem., 1989, 54, 2498, et readapte dans le cas present pour une reaction 

sur une surface d'or. 

Dans un tube, on realise 20 ml d'une solution a 0,35 mol/1 
d'anhydride trifluoroac6tique dans le THF. On trempe la lame obtenue a l'issue de 
l'exemple 3 pendant 2 minutes a temperature ambiante sous argon (septum). La lame 
est sortie, rincee au THF sec puis sechde par soufflage d' azote. 

Le revetement obtenu est analyse par IRRAS (non represente), et est 
bien caracteristique de la formation de groupements amide a parfir des amines : on 
observe l'apparition de la bande amide a 1694 cm" 1 , la bande d'allongement CN et de 
deformation N-H a 1572 cm" 1 , la bande d'elongation C-F a 1209 cm' 1 avec, vers 1250 
cm" 1 , la bande de deformation CNH. Dans le meme temps, on observe la disparition 
quasi totale de la bande d'elongation des amines vers 2929 cm" 1 . 

EXEMPLE 5 : REACTIVITE DES GROUPEMENTS AMINES FORMES A 
L'EXEMPLE 3: REACTION AVEC LE 1.6-PIISOCY ANATOHEXANE. 
FORMATION DE L'UREE. 

On illustre dans cet exemple la reaction des groupements amine 
form6s dans l'exemple n°3 avec un agent de couplage bi-fonctionnel, pour former une 
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uree. L'uree formee en surface est mise a profit pour y fixer un alcool. Le mode 
operatoire de synthese de Puree en surface est adapte de Org. Synth., 1988, VI, 951. 

Dans un tube, on introduit 30 ml d'une solution a 5 % en volume de 
1,6-diisocyanatohexane (ONC-(CH 2 ) 6 -NCO) dans le toluene sec (seche sur tamis 
moleculaires 4 A). On introduit une lame d'or portant un film electro-greffe contenant 
des groupements amine, et telle qu'obtenue a partir de Texemple n°3, recouverte 
d'une couche de toluene sec. La lame est laissee a reagir pendant 22 heures a 
temperature ambiante sous agitation magnetique, sous argon. Elle est sortie du tube, 
rincee par jets de toluene sec, puis sechee par soufflage d* azote. 

Le film obtenu est en effet mis a reagir avec le trifluoroethanol selon 
le protocole suivant : dans un tube, on introduit 30 ml de toluene sec (tamis 
moleculaire 4 A), 1,5 ml de trifluoroethanol, et 3 gouttes de DBU. On y place la lame 
portant le film electro-greffe modifie par le 1,6-diisocyanatohexane, recouverte d'une 
couche de toluene sec. La lame est laissee au contact de la solution, sous argon et sous 
agitation magnetique, pendant 88 heures a temperature ambiante. La lame est sortie, 
rincee au toluene sec, puis a l'acetone, a Feau desionisee, et enfin a l'acetone par jets, 
et sechee par soufflage d' azote. 

La figure 6 annexee montre les spectres IRRAS de la lame d'or 
recouverte d'un film de PMAN electro-greffe (CN), apres reduction des groupements 
nitrile en amine par ralumino-hydrure de lithium (CH 2 NH 2 ), apres reaction de ces 
groupements amine avec le 1,6-diisocyanatohexane pour former Puree 
(CH 2 NHCONH(CH 2 ) 6 NCO), et apres reaction sur le trifluoroethanol pour former le 
carbamate (CH 2 NHCONH(CH2)6NHCOOCH 2 CF3). 

On observe les bandes d'allongement v N . H a 3330 cm" 1 , la bande 
d'elongation 0=C=N a 2271 cm" 1 , ainsi que les bandes uree a 1633 et 1576 cm" 1 , 
preuves de la reaction des groupements amine initiaux avec au moins un des deux 
groupements isocyanate du 1,6-diisocyanatohexane. La bande 0=C=N montre, de 
plus, qu'une partie des sites isocyanates reste disponible, ce qui est prouve par 
T utilisation de ces groupements pour reagir avec un alcool. 

Apres reaction sur le trifluoroethanol pour former le carbamate 
(CH 2 NHCONH(CH 2 ) 6 NHCOOCH 2 CF 3 , le spectre IRRAS de la lame obtenue montre 
egalement la bande C=0 du carbamate a 1722 et a 1590 cm" 1 (confondue avec celle de 
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Puree), la bande CH 2 0 (CF 3 CH 2 0-) a 1256 cm" 1 , et les bandes d'elongation des 
liaisons C-F a 1 179 cm" 1 . On note egalement la disparition de la bande NCO k 221 \ 
cm" 1 . 

Ici encore, la conversion des groupements fonctionnels 
successivement realises sur le revetement est quantitative, ce qui montre leur grande 
accessibilite. 

EXEMPLE 6 : UTILISATION DES GROUPEMENTS FONCTIONNELS ID 'UN 
FILM DE POLYMERE feLECTRO-GREFFB POUR FIXER DE 
L'HYDROXYETHYL CELLULOSE, 

On illustre ici le fait que Puree formee dans Pexemple 5 ci-dessus 
permet egalement la fixation d'hydroxyethyl cellulose, et plus generalement des 
polysaccharides. Cette voie illustre la reaction d'une macromolecule de structure 
tridimensionnelle complexe, dont l'accrochage est rendu possible par la grande 
accessibilite des groupements fonctionnels d'interet sur le revetement electro-greffe. 
Elle est interessante car elle permet la fixation de polymeres ou de macromolecules 
qui sont difficiles a fixer sur des surfaces conductrices de Pelectricite, et en particulier 
sur les metaux, et dont Pinteret est d'ouvrir la route vers la realisation de surface 
biomimetiques (heparine, dextranes modifies, acide hyaluronique, etc..) sur metaux, 
et de module de fixation de molecules d'interet biologique complexes (ADN, 
proteines, facteurs de croissance...etc). 

On realise une lame d'or recouverte d'un film electro-greffe modifie 
par du 1 ,6-diisocyanatohexane et porteuse de groupements isocyanate libres, comme 
decrit dans Texemple 5 ci-dessus. 

Dans un tube, on introduit 30 ml de DMF sechee sur tamis 
moleculaire 4 A. La solution est degazee par barbotage d'argon pendant 10 minutes. 
On introduit ensuite 0,6 g d'hydroxyethyl cellulose, et on chauffe la solution a 60°C 
pour obtenir la dissolution, sous agitation magnetique pendant 15 minutes. On ajoute 
ensuite 5 gouttes de DBU, puis on introduit la lame porteuse de groupements 
isocyanate, recouverte de sa solution de synthese (toluene et 1 ,6-diisocyanatohexane 
en exces). La lame est laissee a reagir pendant 46 heures a 50°C sous argon et avec 
agitation magnetique. La lame est sortie et rincee pendant une heure dans Peau 
desionisee sous agitation magnetique. 
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Les spectres IRRAS du support ainsi obtenu est represents sur la 



Figure 7 annexee. Sur cette figure, on peut voir le spectre d'une lame d'or recouverte 
d'un film de PMAN electro-greffe (CN), celui de la lame apres reduction des 
groupements nitrile en amine par Palumino-hydrure de lithium (CH2NH2), puis apres 
5 reaction de ces groupements amine avec le 1 ,6-diisocyanatohexane pour former Turee 
(CH 2 NHCONH(CH 2 )6NCO), et enfin apres reaction sur Fhydroxyethyl cellulose pour 
former le carbamate (CH 2 NHCONH(CH2)6NHCOOCH 2 CH2 hydroxyethylcellulose). 
On observe la bande carbamate secondaire a 1715 cm' 1 , ainsi que les bandes 
caracteristiques de 1'hydroxyethyl cellulose entre 1200 et 1000 cm" 1 , qui 
10 correspondent aux bandes d'elongation des groupements ether (COC) et alcool (OH). 



avec la lame d'or conforme k Tlnvention et celui d'une pastille de KBr contenant de 
Thydroxyethyl cellulose. Ce spectre confirme la fixation de Thydroxyethylcellulose 
sur le support de ^Invention. 

15 EXEMPLE 7: FILM DE PMAN ELECTROGREFFE PRjfcCURSEUR DE 
GROUPEMENTS AMIDES ET ACIDE CARBOXYLIQUE SUR DES 
SURFACES CONDUCTRICES ET SEMI-CONDUCTRICES. 



20 et acide carboxylique sur des surfaces metalliques. Cette transformation presente 
l'avantage d'aboutir facilement a la formation de groupements reactifs differents du 
film de depart, mais aussi de permettre la realisation simple de surfaces hydrophiles a 
partir de films electro-greffes hydrophobes (ce qui faciiite notamment Tutilisation des 
films comme primaires d' adhesion de composes hydrophiles, et peut etre utile dans la 
25 fabrication de revetements mieux admis dans les applications biomedicales). 

Les fonctions nitrile ont ete modifiees en fonctions acide 
carboxylique en deux etapes : 

> Une etape acide : 
R-CN + H 2 S0 4 R-CONH2 
30 > Une etape basique : 



La Figure 8 montre, pour comparaison, le spectre du film obtenu 



On illustre ici le fait que Ton peut utiliser un film de PMAN tel que 
celui obtenu ci-dessus a Texemple 3 comme precurseur simple de groupements amide 



R-CONH 2 + NaOH ~+ R-COOH 
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Suivant le temps de reaction, on peut avoir de quelques % a 100 % 



de transformation. Ces traitements s'accompagnent d'une perte d'epaisseur 
importante. Apres le traitement acide, la zone traitee est hydrophile. L'eau mouille 
bien la partie modifiee et forme "une couche 11 sur la surface. 



Les deux reactions sont effectuees a T atmosphere, a 100°C 



(temperature interne) dans des Bechers ou flacons ouverts. Apres chaque traitement, 
les lames sont rincees par trempage de 5 minutes dans l'eau puis sechees par soufflage 
a 1' azote. 



Les solutions utilisees sont les suivantes : 

o Solution acide : 

21 ml de H 2 S0 4 a 95% minimum 

3,5 g de NaHS0 4 : solution a environ 37 N ; 

o Solution basique : 

18 g de NaOH / 25 ml H 2 0 : solution a 18 R 

Un traitement partiel est obtenu en trempant la lame dans le milieu 



acide pendant un temps egal ou inferieur a 5 secondes et en la trempant pendant 5 a 10 
secondes dans le milieu basique. Un traitement de 30 secondes dans les 2 milieux 
conduit a la disparition totale des fonctions nitrile, ce qui correspond a leur conversion 
complete. 



Une analyse IRRAS est effectuee avant et apres chaque etape : lame 



d'or recouverte du film de PMAN electro-greffe avant et apres hydrolyse des 
groupements nitrile en amide (traitement acide) puis apres conversion en fonctions 
acide carboxylique (traitement basique). 



Les spectres IRRAS obtenus sont representees sur la figure 9 



L'analyse de ces spectres revele, pour le traitement acide, la 



formation de bandes amide a 1680 cm' 1 (elongation OO), et des bandes de 
deformation des groupements NH 2 a 1605 cm* 1 . Apres traitement basique, on 
remarque le decalage de la bande carbonyle vers 1700 cm" 1 , ce qui correspond a des 
groupements acide carboxylique, probablement dimerises. 



annexee. 
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EXEMFLE 8: FIXATION DE L'AVIDINE SUR UN FILM DE PMAN 
ELECTRO-GREFFfe 

On illustre ici que les groupetnents nitiiles d'un film de PMAN 
electrogreffd peuvent etre utilises pour la fixation covalente de proteines. On sait en 
effet que les nitriles peuvent reagir avec les alcools, pour donner des imino-ethers 
(synthese de Pinner, cf. : P.L. Compagnon, M. Miocque, Annales de Chimie, 1970, 5, 
23), selon la reaction suivante : 

R-CN + R'-OH -> R-C(OR')=NH 

Le meme type de reaction est egalement connu pour les amines et 
les thiols. Comme dans l'exemple 6 ci-dessus, on parvient a realiser la fixation d'une 
macromolecule de structure tridimensionnelle complexe, ce qui n'est possible que du 
fait de la grande accessibility des fonctions nitrile du polymere electro-greffe. Dans 
Texemple suivant, on illustre que cette accessibility est telle qu'elle permet meme la 
fixation de la proteine dans une conformation ou elle conserve son activite, par 
reaction avec une molecule porteuse d'un fragment biotine ayant une tres grande 
affinite pour Tavidine. 

Dans un tube equipe d'un septum, on introduit 30 ml d'une solution 
a 2 mg/1 d'avidine dans un tampon phosphate salin (PBS) de pH 7,2. On place une 
lame d'or recouverte d'un film de PMAN electro-greffe tel que preparee ci-dessus a 
Texemple 3. La lame est laissee a reagir pendant 15 heures a une temperature de 4°C. 
Elle est ensuite sortie et rincee a 1'eau desionisee. 

Le spectre IRRAS de la lame ainsi obtenu est represente sur la figure 

10 annexee. 

L' analyse de ce spectre montre la presence des bandes amide I (1666 
cm" 1 ) et II (1545 cm" 1 ), ainsi que les bandes du squelette (1469 cm* 1 ) caracteristiques 
de la proteine. 

EXEMFLE 9 : VERIFICATION DE L'ACTITVITE DE L'AVIBINE FIXEE SUR 
UN FILM DE PMAN ELBCTRQ-GREFFE. 

On illustre dans cet exemple que Tavidine fixee selon le protocole 
de Texemple 8 est active, en Tutilisant comme point de fixation d'un oligonucleotide 
(ODN) biotinyle. L'ODN utilise est le 15-mer suivant : 

Biotine - 5 ' - GCTTGCTGAAGTTCG - 3 ' (Biotine - SEQ ID N° 1 ) 
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Dans un tube, on plonge la lame obtenue selon le procede de 
l'exemple 8 dans une solution k 25 \xM de cet ODN dans un tampon PBS (pH 7,2). La 
lame est mise a reagir a temperature ambiante pendant 15 heures, sortie et rincee par 
jets a plusieurs reprises a Teau desionisee. 

La presence de l'ODN est detectee par spectroscopie de 
photoelectrons X (XPS). Les courbes correspondant a cette analyse ainsi qu'a celle 
d f une lame recouverte d'un simple film de PMAN electro-greffe et a celle de la lame 
obtenu ci-dessus a l'exemple 8 (apres fixation de l'avidine) sont representees sur la 
figure 1 1 annexee. La region P 2p montre la presence des atomes de phosphore des 
group ements phosphates des bases de VODN. 

Ces resultats montrent que la lame preparee conformement a 
l'exemple 8 permet de fixer l'avidine dans une conformation ou elie conserve son 
activite, par reaction avec une molecule porteuse d'un fragment biotine ayant une tres 
grande affinite pour l'avidine. 

EXEMPLE 10 : FIXATION D' ANTI-CORPS SUR UN FILM DE- PMAN 
ELECTRO-GREFFE ET VERIFICATION DE SON ACTIVITE. 

On illustre ici le fait qu'un film electro-greffe peut etre utilise 
comme primaire de fixation de molecules de structure tridimensionnelle complexe, et 
ou la structure est determinante dans les proprietes de la molecule. La grande 
accessibilite des groupements fonctionnels d'interet presents sur la surface permet en 
effet une distorsion minimale de la proteine sonde, qui peut ainsi conserver une 
conformation active. 

On realise pour cela la fixation d'un anti-corps, rimmunoglobuline 
anti-rabbit IgG. L' activite et la specificite de cet anti-corps sont ensuite verifies par 
reaction d'une part avec un anti-gene specifique (rabbit IgG), et d'autre part avec un 
anti-gene non specifique (sheep IgG). 

II est a noter que la fixation d' anti-corps ouvre notamment la voie 
vers la fixation de cellule via des polymeres electro-greffes. 

Pour permettre la fixation d'anti corps sur une surface (par exemple 
sur le transducteur d'un capteur), il est en general necessaire, au prealable, de modifier 
Telectrode. De ce fait, de nombreux groupements superficiels peuvent etre crees, mais 
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qui doivent permettre le couplage des immunoglobulins, aussi trois types de 
fonctions ont retenu notre attention : amine, alcool, cyano. 



anticorps sur une surface. II existe ainsi de nombreux agents de couplage 
5 commerciaux permettant de creer des liaisons covalentes entre les fonctions 
superficielles et celles des immunoglobulines. 



biomolecule. Cette methode est originate et n'a jamais ete utilisee pour fixer une 
immunoglobuline a une surface, et notamment a une surface conductrice. 



(COOH), hydroxyle (OH) et ponts disulfide (S-S) pouvant conduire a leurs 
accrochages sur des surfaces?. Les fonctions amine et acide proviennent des acides 
amines, constituants des anticorps, et sont reparties dans toute la proteine. II y a done 
plusieurs sites de fixation possibles, permettant un couplage aise mais non localise, 

15 pouvant conduire a une inactivation de 1' anticorps (denaturation) vis-a-vis de 
Pantigene. Les fonctions amine et acide permettent de greffer Panticorps entier a une 
surface. Au contraire, il est n6cessaire de couper les ponts disulfiire (S-S) et done de 
generer des fonctions thiol (SH). Ce sont alors les fragments FAB' qui sont fixes. La 
couche de biomolecules ainsi obtenue est plus dense en sites reactifs et de plus les 

20 anticorps sont orientes car les fonctions thiol sont presentes dans la partie constante 
restante. Cette derniere caracteristique est importante car Panticorps ne se fixe pas par 
Tun de ses sites actifs. Les immunoglobulines ainsi immobilisees ont moins de risque 
d*etre denaturees et inactivees vis-a-vis des antigenes. 



25 d'utiliser un agent de couplage qui permet de relier de fa<?on covalente les fonctions de 
la surface et de Panticorps. On illustre ici le fait que les films eiectro-greffes 
permettent k la fois d'assurer une couche primaire et d'offrir des groupements 
fonctionnels d'interet immediatement disponibles pour Paccrochage de molecules 
sondes biologiques. 

30 Dans un tube on introduit une solution a 2 mg/1 d'anti-rabbit IgG en 

tampon PBS (pH 7,2). On plonge dans cette solution une lame d'or recouverte d'un 
film de PMAN electro-greffe telle que preparee ci-dessus a Texemple 3. La lame est 



Les fonctions amine et alcool sont souvent utilisees pour fixer des 



Par contre, la fonction cyano permet la fixation directe de la 



10 



Les anticorps contiennent differentes fonctions : amine (NH2), acide 



Excepte dans le cas des fonctions cyano, il est indispensable 
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laissee a reagir pendant 15 heures a 4°C, puis sortie et rincee par jets d'eau desionisee 
et sechee par soufflage d'azote. 

La lame ainsi traitee est replong6e dans une solution d' anti-gene 
specifique (rabbit-IgG) a 2 mgA en tampon PBS, et laissee pendant 15 heures a 
5 temperature ambiante. EHe est ensuite sortie, rincee par jets a l'eau desionisee et 
sechee par soufflage d 'azote. 

La lame est analysee par IRRAS avant et apres traitement par 
Tanticorps ainsi qu'apres traitement par Tantigene. 

Les spectres IRRAS ainsi obtenus sont representes sur la Figure 12 

10 annexee. 

L'analyse de ces spectres revele les bandes amide I (1655 cm" 1 ) et II 
(1546 cm* 1 ), ainsi que les bandes du squelette de la proteine a 1469 cm" 1 . 

On observe egalement une augmentation des bandes amide I (1655 
cm" 1 ) et II (1546 cm" 1 ), et des bandes du squelette de la proteine a 1469 cm" 1 , prouvant 
15 que la quantite de proteines fixees sur la surface a augmente (on remarque un quasi 
doublement de Tintensite de ces bandes sous Peffet du couplage avec Pantigene, dont 
la taille est approximate vement la raeme que celle de T anti-corps). 

Ce resultat est d'autant plus probant que lorsque Ton traite dans les 
memes conditions une lame recouverte d'anti-corps (anti-rabbit IgG) dans une 
20 solution contenant un anti-gene non specifique (sheep IgG), on n'observe — sur le 
spectre IRRAS (non represente) - qu'une tres faible augmentation des bandes 
caracteristiques ci-dessus (probablement du fait d'adsorptions non specifiques). 

EXEMPLE 11 : FIXATION D'ADN SUR UN FILM DE PMAN ELECTRO- 
GREFFE. 

25 On illustre ici la fixation d'oligonucleo tides (ODN) sur les fonctions 

reactives d'un polymere electro-greffe, selon une voie alternative de celle vue dans 
i'exemple 9 ci-dessus. 

Pour cela, on utilise les fonctions acide carboxylique d'un polymere 
electro-greffe pour les faire reagir avec les fonctions amine d'un ODN simple brin 
30 portant une fonction amine sur son extremite 5 ' : 

H 2 N - 5* - GCTTGCTGAAGTTCG - 3' (H 2 N- SEQ ID N°l) 
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La fixation de ce brin est ensuite revelee par hybridation avec le brin 
complementaire non fonctionnalise : 

5' - CGAACGACTTCAAGC — 3' (SEQ ID N°2) 
De fapon a illustrer ici le recours possible a des bras espaceurs, on 
5 effectue une fonctionnalisation complementaire prealable du film : on part d'un film 
de PMAN electro-greffe, sur lequel les nitriles sont reduits en amines, par exemple 
comme indique dans I'exemple 3. Les amines sont mises a reagir avec de Tanhydride 
glutarique pour obtenir des fonctions acide carboxylique, selon le protocole suivant : 
dans un tube, on introduit 30 mi de THF seche sur tamis moleculaire (4 A), dans 
10 lesquels on rajoute 1 g d'anhydride glutarique. La lame porteuse de groupements 
amine est introduite dans le tube, et laissee a reagir pendant 17 heures a une 
temperature de 50°C sous argon et agitation magnetique (septum). La lame est ensuite 
rincee a P acetone, puis sechee par soufflage d' azote. 

Les groupements amine residuels sont ensuite detruits par amidation 
15 avec Tanhydride trifluoroacetique, selon le protocole suivant : dans un tube, on 
introduit 30 ml de THF seche sur tamis moleculaire, puis I ml d'anhydride 
trifluoroacetique. On introduit ensuite la lame de Petape precedente, qui est laissee a 
reagir pendant 2,5 minutes sous argon avec agitation magnetique, a temperature 
ambiante. La lame est sortie puis rincee par trempage dans l'eau desionisee pendant 5 
20 minutes, puis par jets d'eau desionisee, et enfin sechee par soufflage d'azote. 

La lame est analysee par IRRAS avant et apres chacune des etapes ; 
les spectres ainsi obtenus etant representes sur la Figure 13 annexee. 

Avant la reaction d f amidation, 1' analyse IRRAS revele les bandes 
d'elongation 0=0 de groupements acide carboxylique (1700 cm" 1 ), ainsi que les 
25 bandes amide II a 1591 cm" 1 , plaidant pour une structure au moins partiellement 
fonctionnalisee de structure: R-(CH 2 -NH 2 )x-(CH2-NH(C=OHCH2)3-COOH) y , ou 
y/(x+y) est le taux de substitution des groupements amine initiaux par Tanhydride 
glutarique, et R le squelette du PMAN electro-greffe. 

Apres la reaction d'amidation, Tanalyse IRRAS confirme les bandes 
30 d'elongation C=0 de groupements acide carboxylique (1700 cm" 1 ), ainsi que les 
bandes amide II a 1591 cm" 1 , et revele les bandes d'elongation C-F des groupements 
CF3 (1203 cm" 1 ), plaidant pour une structure fonctionnalisee de structure suivante : 



WO 2004/005410 PCT/FR2003/001814 

R-(CH 2 "NH(C=0)CF 3 )x-(CH2-NH(C=0)-(CH 2 )3-COOH) y , 

dans laquelle y/(x+y) est le taux de substitution des groupements 
amine initiaux par 1' anhydride glutarique, et R le squelette du PMAN electro-greffe. 

La surface ainsi fonctionnalisee est ensuite mise a reagir avec une 
5 solution a 15 |iM de PODN (15-mer) amine en position 5% dans Peau desionisee, en 
presence de N-hydroxy-succinimide (NHS) et de l-3(dimethylaminopropyl)-3-ethyl 
carbodiimide chlorhydrique (EDC), a temperature ambiante pendant 15 heures. 

La lame est sortie, rincee a l'eau desionisee et sechee par soufflage a 
P azote, puis analysee par IRRAS et XPS. 
10 La lame ainsi obtenue est ensuite mise a reagir avec une solution du 

brin d'ODN complementaire du premier brin fixe, dans l'eau desionisee, pendant 15 
heures a temperature ambiante, sortie, rincee a l'eau desionisee, puis sechee par 
soufflage d' azote. 

Les spectres IRRAS ainsi obtenus sont representes sur la Figure 14 

15 annexee. 

Les spectres XPS sont representes sur la Figure 15 annexee. 

L' analyse des spectres IRRAS avant reaction avec le brin d'ODN 
complementaire du premier brin fixe revele Papparition de bandes amide des bases 
azotees, ainsi que des bandes d'elongation des liaisons P=0 des groupements 
20 phosphate, vers 1273 cm" 1 . 

L'analyse XPS de la lame revele la presence de phosphore a une 
energie de liaison caracteristique des groupements phosphate de P ADN. 

L'analyse des spectres IRRAS apres reaction avec le brin d'ODN 
complementaire du premier brin fixe confirme les bandes amide des bases azotees, et 
25 montre une augmentation significative de Pintensite des bandes d'elongation des 
liaisons P=0 des groupements phosphate, vers 1273 cm -1 . Cette observation est 
confirmee par l'analyse XPS. 

EXEMPLE 12 : ELECTROGREFFAGE D'XJN MONOMERE PRECURSEUR 
PORTEUR D'UN BRAS ESPACEUR. 
30 On illustre ici Pelectrogreffage d'un monomere porteur d'un bras 

espaceur comportant 6 atomes de carbone, et porteur d'un groupement amine d ! interet 
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(sous forme de chlorure d' ammonium) : PAminoHexyl MethAcryl Amide 
(AHMAA) de formule suivante : 

CH 3 

/ 

H,C=C 

\ H 

\ N (CH 2 ) 6 -NH 3 + Cr 

/ 

Cet exemple illustre la possibility de realiser P electro greffage d'un 
5 monomere portant des groupements protiques, un bras espaceur, donnant lieu a un 
polymere electro-greffe dont les groupements fonctionnels d'interet sont tous 
accessibles. lis constituent une voie alternative a celle de P exemple n°3 pour obtenir 
un film electro-greffe porteur de groupements amine. Les exemples, 4, 5, 6 et 11, 
reconduits avec les films du present exemple, donnent des resultats analogues. 

10 On realise un film de poly- AHMAA (PAHMMA) sur or en 

effectuant 20 balayages voltammetriques de - 0,5 a - 2,3 V/(Ag + /Ag) a 100 mV/s sur 
une surface d'or plongee dans une solution a 0,25 mol/1 de AHMAA dans la DMF, en 
presence de 5.10" 2 mol/1 de TEAP. La lame est sortie de la cellule electrochimique 
puis rincee 6nergiquement a Peau desionisee puis a Tacetone, et enfin sechee sous 

1 5 courant d' azote. 

Son spectre IRRAS (non represente) est caracteristique du polymere 
attendu, avec notamment les bandes caracteristiques du groupement ammonium a 
1613, 1522 et Pharmonique a 2050 cm" 1 , ainsi qu'un ensemble de bandes fines entre 
2400 et 2800 cm" 1 , et la bande d'elongation N-H + a 3327 cm" 1 , en plus des bandes 

20 amide a 1535 et 1465 cm" 1 . 

Le film de PAHMAA obtenu est ensuite trempe sous agitation 
pendant 15 minutes dans une solution de soude (NaOH) a 1 mol/1. La lame est ensuite 
rincee a Teau desionisee puis a Tacetone et enfin sechee comme precedemment. Son 
spectre IRRAS (non represente) revele la disparition complete des bandes 

25 caracteristiques des groupements ammonium, et Papparition des bandes 
caracteristiques des groupements amine a 2933 cm" 1 (elongation CH2-NH2) et 3360 
cm' 1 (elongation N-H d'une amine primaire). Ce resultat demontre l'accessibilite 
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totale des groupements ammonium qui sont convertis en amines par reaction acide- 
base avec la soude. 

La lame est ensuite a nouveau tremp6e dans une solution d'acide 
chlorhydrique a 1 mol/1 pendant 20 minutes, puis rincee et sechee. 

Son spectre IRJRAS (non represente) est en tous points identique a 
celui obtenu precedemment, ce qui montre que les groupements amine formes sont 
eux-memes totalement convertis, a nouveau, en groupements ammonium. 

Ces resultats sont confirmes par XPS (non representes), ou Von 
observe nettement la presence de chlore sur le spectre global lorsque le film est sous 
forme de chlorure d^ammonium, et son absence lorsqu'il est sous forme diamine. 
Dans le meme temps, la region du seuil K de 1'azote (Nls) comporte deux pics a 400 
(amide) et 402 eV (ammonium) lorsque le film est sous forme d' ammonium, et un 
seul pic centre vers 400,5 eV lorsqu'il est sous forme diamine. 

EXEMFLE 13: PREPARATION B'UN FILM DE 

PEXTRANE/METHACRYLATE ELECTRQ-GREFFE. 

Le but de cet exemple est de demontrer que Ton peut realiser 
l'electrogreffage d'une macromolecule partiellement derivatisee par des groupements 
vinyliques actives, et disposer des groupements fonctionnels non derivatises de ladite 
molecule pour une post-fonctionnalisation ulterieure. La macromolecule utilisee est un 
dextrane fonctionnalise par des groupements glycidyl-methacrylate (GMA). 

Le macro-electrophile considere, nomme dextrane-GMA, est 
represente par la formule ci-apres : 
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Ac 



OH 



HO 





OH 



OH 



HO 
HO 



l-o 



OH 
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Dans la formule ci-dessus, et par souci de clarte, seul un hydroxyle a 
ete indique comme substitue par le GMA. La proportion varie en fait en fonction des 
conditions de synthese. 

Le dextrane-GMA est obtenu a partir d'un dextrane de masse M = 
15000 et de methacrylate de glycidyl (2,3-epoxypropyl methylpropenoate), selon le 
protocole decrit dans W.N.E. par van Dijk-Wolthuis et aL, Macromolecules, 1995, 28, 
6317. 

L'analyse du produit par RMN l H et 13 C (non representee) montre 
que le dextrane-GMA est obtenu avec un degre de substitution de 77 %. 

On realise une solution, dite solution de dextrane-GMA, en 
dissolvant 0,25 g du dextrane-GMA dans 50 ml de DMF a 10" 2 mol/1 en TEAP. La 
solution est done environ a 3,3. 10" 4 mol/l en dextrane-GMA. 

On prepare quelques surfaces d'or, appelees lames d'or, en 
pulverisant de Tor par effet Joule sur des lames de verres pre-traitees avec un voile de 
chrome. 

On realise selon le procede conforme a l'lnvention, 1'electrogreffage 
du dextrane-GMA sur une lame d'or utilisee comme electrode de travail d'un montage 
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a trois electrodes, dans la solution de dextrane-GMA, selon le protocole de potentiel 
suivant : conditions voltammetriques avec 15 balayages de Einuiai = -0,6 V/(Ag + /Ag) a 
E ftnal = -2,8 V/(Ag"7Ag) a une vitesse de -100 raV/s. 

On obtient, apres rin?age de la lame a l f acetone et a Veau, un film de 
200 nm d'epaisseur, dont les caracteristiques, verifiees par spectrophotometrie IR 
correspondent a celles du poly(dextrane-GMA) (Figure 16 sur laquelle la courbe basse 
represente le spectre IR de la lame avant rin?age et la courbe haute represente le 
spectre IR apres linage). 

On observe en particulier la presence d'une bande vers 3500 cm" 1 , 
caracteristique des nombreux groupements OH du dextrane electro-greffe. 
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REVENDICATIONS 



1. Support solide comportant au moins une region conductrice et/ou 
semi-conductrice de Telectricite a oxyde reductible sur sa surface, caracterise par le 

5 fait qu'au moins une zone de ladite surface est fonctionnalisee par un film organique 
61ectro-greffe obtenu a partir de precurseurs organiques electro-actifs comportant 
chacun au moins un groupement fonctionnel d'interet, eventuellement en melange 
avec des precurseurs organiques electro-actifs ne comportant pas de groupement 
fonctionnel d'interet, et par le fait que le nombre de groupements fonctionnels d'interet 
10 accessibles pour la formation d'une liaison covalente, ionique ou hydro gene avec un 
groupement complementaire au sein dudit film represente au moins 90 % du nombre 
total des groupements organiques fonctionnels d'interet. 

2. Support selon la revendication 1, caracterise par le fait que les 
precurseurs organiques sont choisis parmi : 

15 - les monomeres polymerisables et electrogreffables portant au 

moins un groupement fonctionnel organique d'interet ; 

- les monomeres polymerisables et electrogreffables portant au 
moins un groupement fonctionnel permettant d'obtenir, par derivatisation, le 
groupement organique fonctionnel reactif d'interet voulu ; 

20 - les molecules, macromolecules et objets fonctionnalises par des 

monomeres portant au moins un groupement fonctionnel organique d f interet ou par 
des monomeres portant au moins un groupement fonctionnel permettant d'obtenir, par 
derivatisation, le groupement organique fonctionnel reactif d f interet voulu. 

3. Support selon la revendication 2, caracterise par le fait que les 
25 monomeres polymerisables sont choisis parmi les monomeres vinyliques actives et les 

molecules clivables par attaque nucleophile, repondant respectivement aux formules 
(I) et (II) suivantes : 



H 9 C- 



(I) 



-(C(R 1 )R 2 )-(C(=0>0^(-0-)— 



00 



B 
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dans lesquelles : 

- A, B, Ri et R2, identiques ou differents, represented un atome 
d'hydrogene, un radical alkyle en C1-C4, un radical nitrile ou une fonction organique 
choisie parmi les fonctions hydroxyle, amine : -NH X avec x = 1 ou 3, thiol, acide 

5 carboxylique, ester, amide : -C(=0)NH y dans laquelle y = 1 ou 2, imide, imido-ester, 
aromatique, halogenure d'acide : -C(=0)X dans laquelle X represente un atome 
d'halogene choisi parmi le fluor, le chlore et le brome, anhydride d'acide : 
-C(==0)OC(==0), nitrile, succinimide, phtalimide, isocyanate, epoxyde, siloxane : 
-Si(OH)z dans laquelle z est un nombre entier compris entre 1 et 3 inclusivement, 

10 benzoquinone, carbonyle-diimidazole, para-toluene sulfonyle, para-nitrophenyl 
chloroformiate, ethylenique et vinylique ou un groupement organique (ou bras 
espaceur) portant au moins une des fonctions enumerees ci-dessus ; etant entendu que 
l'un au moins de A et B et que Tun au moins de Ri et R 2 represente une desdites 
fonctions organiques ou un groupement organique portant au moins une desdites 

15 fonctions ; 

- n, m et p, identiques ou differents, sont des nombres entiers 
compris entre 0 et 20 inclusivement. 

4. Support selon la revendication 3, caracterise par le fait que les 
monomeres vinyliques actives de formule (I) sont choisis parmi le methacryloyl- 

20 succinimide, Thydroxyethyl-methacrylate, le methacrylonitrile, l'acrylonitrile, 
Tacrylate et le methacrylate de glycidyle, Facide acrylique, T acide methacrylique, 
Paminopropyl methacrylamide, l'aminohexyl methacrylamide, le m6thacryloyl 
succinimide, Facryloyl succinimide, le methacrylate de methyle, le methacrylate 
d'ethyle, le methacrylate de propyle, le methacrylate de butyle, le cyano methacrylate 

25 de methyle, le cyano acrylate de methyle, la 2- et la 4-vinyl pyridine et le 4-chloro 
styrene. 

5. Support selon la revendication 3, caracterise par le fait que les 
molecules clivables par attaque nucleophile de formule (II) sont choisies parmi 
Foxyde d'ethylene, les oxydes d'ethylene substitues, la butyrolactone, les 

30 caprolactones et notamment Fe-caprolactone. 

6. Support selon la revendication 2, caracterise par le fait que les 
molecules, macromolecules et objets fonctionnalisees par des monomeres sont choisis 



WO 2004/005410 'J/^ PCT7FR2003/001814 

9 W> 

parmi les oligonucleotides, les molecules decide nucleique, les oligo-peptides, les 
polypeptides, les proteines, les oligosaccharides, les polymeres, les fiillerenes, les 
nanotubes de carbone fonctionnalises et les cellules ; lesdites molecules, 
macromolecules et iesdits objets etant derivatises, totalement ou partiellement, avec 
5 des monomeres repondant aux formules (I) ou (II) telles que definies a la 
revendication 3. 

7. Support selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait que la surface conductrice ou serni-conductrice de Telectricite est 
une surface d'inox, d'acier, de fer, de cuivre, de nickel, de cobalt, de niobium, 

10 d 7 aluminium, d' argent, de titane, de silicium, de nitrure de titane, de nitrure de 
tungstene, de nitrure de tantale ou une surface metallique noble choisie par les 
surfaces d'or, de platine, d'iridium ou de platine iridie. 

8. Support selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise par le fait que la densite des groupements fonctionnels d'interet accessibles 

15 est de preference comprise entre 10 4 /pm 2 et I0 i0 /\xm 2 . 

9. Precede de preparation d f un support tel que defini a Tune 
quelconque des revendications 1 a 8, caracterise par le fait qu'il consiste a realiser, en 
une seule etape, Telectrogreffage de precurseurs organiques 61ectro-actifs sur au moins 
une zone d f au moins une region conductrice et/ou semi-conductrice de l'electricite a 

20 oxyde reductible sur sa surface d f un support solide, par electrolyse en milieu 
organique, d'une composition renfermant, dans ledit milieu organique, au moins un 
precurseur organique electro-actif comportant au moins un groupement fonctionnel 
d'interet, par mise en contact de ladite composition avec ladite zone, cette derniere 
etant soumise a un protocole de potentiel au cours duquel elle est portee, pendant tout 

25 ou partie du protocole de potentiel, a un potentiel superieur ou egal a un potentiel 
electrique seuil determine par rapport a une electrode de reference, ledit potentiel 
electrique seuil etant le potentiel au-dela duquel se produit le greffage desdits 
precurseurs et par le fait qu'un taux d'accessibilite en groupements fonctionnels 
dHnteret d'au moins 90 % (en nombre) est obtenu : 

30 a) en ajustant le protocole de potentiel de fa?on a entrainer un taux 

de greffage inferieur ou egal a 60 %, et/ou 

b) par Tutilisation d'une composition dans laquelle les precurseurs 
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organiques electro-actifs fonctionnalises sont presents en melange avec des 

precurseurs organiques electro-actifs ne comportant pas de groupement fonctionnel 

d'interet, ces derniers representant alors de 0,1 % a 95 % du nombre total de 

precurseurs presents au sein de ladite composition, et/ou 
5 c) par Tutilisation de precurseurs organiques electro-actifs choisis 

parmi ceux dans lesquels le groupement fonctionnel d'interet est port6 a Textremite 

d'un bras espaceur. 

10. Precede selon la revendication 9, caracterise par le fait que le 

taux de greffage est ajuste a une valeur comprise entre 10 et 40 %. 
10 1L Procede selon la revendication 9 ou 10, caracterise par le fait 

que, selon ia variante b), les precurseurs organiques electro-actifs ne comportant pas 

de groupement fonctionnel d'interet represented de 0,1 a 50 % du nombre total de 

precurseurs presents au sein de ladite composition. 

12. Procede selon Tune quelconque des revendications 9 a 11, 
15 caracterise par le fait que la concentration en precurseurs organiques electro-actifs 

comportant un groupement fonctionnel d'interet est comprise entre 0,1 et 10 mol/L 

13. Procede selon Tune quelconque des revendications 9 a 12, 
caracterise par le fait que la concentration en precurseurs organiques electro-actifs ne 
comportant pas de groupement fonctionnel d'interet au sein de ladite composition 

20 organique est comprise entre 10~ 3 et 18 mol/1. 

14. Procede selon Tune quelconque des revendications 9 a 13, 
caracterise par le fait que l'electrolyse est realisee en conditions voltammetriques. 

15. Procede selon Tune quelconque des revendications 9 a 14, 
caracterise par le fait que le milieu organique est choisi parmi la dimethyl formamide, 

25 Tacetate d f ethyle 3 Tacetonitrile et le tetrahydrofurane. 

16. Procede selon Tune quelconque des revendications 9 a 15, 
caracterise par le fait que le milieu organique renferme en outre au moins un 
electrolyte support. 

17. Utilisation d f un support solide tel que defini a Tune quelconque 
30 des revendications 1 a 8, a titre de primaire d'adhesion pour la fixation de molecules 

d ! interet ou d'objets porteurs d'une fonction complementaire. 

18. Utilisation selon la revendication 17, caracterisee par le fait que 
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les molecules d'interet sont des proteines et que ledit support est alors utilise comme 
surface bio-active ou comme puce a proteines. 

19. Utilisation selon la revendication 17, caracterisee par le fait que 
les molecules d'interet sont des molecules d f acide nucleique et que ledit support est 
alors utilise comme surface bio-active ou comme puce a acide nucleique. 

20. Utilisation selon la revendication 1 7, caracterisee par le fait que 
les molecules d'interet ou les objets porteurs d'une fonction complementaire sont 
choisis parmi les polymeres biocompatibles et que ledit support est alors utilise 
comme surface biocompatible ou comme surface a proprietes encapsulates. 

21. Utilisation d'un support solide tel que defini a Tune quelconque 
des revendications 1 a 8, pour realiser le collage d' objets sur des surfaces conductrices 
ou semi-conductrices par reactions chimiques de surface. 
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